PL 246891 B1

(19)

) S

PATENTOWY

' RZECZYPOSPOLITE)
POLSKIEJ

noy PL 246891 B1

(12) Opis patentowy
(21) Numer zgtoszenia: 441111 (51) MKP:
(22) Data zgtoszenia: 2022.05.05 A61K 9/19  (2006.01)
(43) Data publikacji o zgtoszeniu: 2023.11.06 BUP 45/2023 A61K 47/56 (2017.01)
(45) Data publikacji o udzieleniu patentu: 2025.03.24 WUP 12/2025 A61K 47/69  (2017.01)
A61K 31/56 (2006.01)
A61K 31/496 (2006.01)
A61P 31/04 (2006.01)
A61P 31/06 (2006.01)
(73) Uprawniony z patentu:
POLITECHNIKA SLASKA, Gliwice, PL
(72) Twérca(-y) wynalazku:
DOROTA NEUGEBAUER, Zabrze, PL
KATARZYNA NIESYTO, Swierczyniec, PL
(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Katarzyna Borkowy, Gliwice, PL
(54) Tytut:

Sposoédb otrzymywania uktadéw micelarnych koniugatéw jonowych na bazie polimeréw

szczepionych oraz ich zastosowanie



2 PL 246891 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest spos6b otrzymywania uktadéw micelarnych koniugatéw jonowych
na bazie polimeréw szczepionych, przeznaczonych do zastosowania w farmakologii i medycynie w te-
rapii wielolekowe;.

Z literatury niepatentowej Greco, F, Vicent, M. J. Combination therapy. Opportunities and chal-
lenges for polimer-drug conjugates as anticancer nanomedicines. Adv. Drug Deliv. Rev., 2009, 61(13),
1203-1213), znane sg koniugaty, w ktoérych polimer jest zwigzany kowalencyjnie z substancjg biologicz-
nie aktywng, w tym leki, stanowig popularng forme uktadéw dostarczania lekéw, podobnie jak uktady
micelarne, ktére sg efektem samoorganizacji kopolimeréw amfifilowych zdolnych do enkapsulacji mato-
czasteczkowych zwigzkéw, w tym lekéw (Croy, S., Kwon, G. Polymeric Micelles for Drug Delivery. Curr.
Pharm. Des., 2006, 12(36), 4669—4684). W wiekszosci takie uktady sg badane pod katem transportu
lekdéw przeciwnowotworowych, np. doksorubicyna, metotreksat, paklitaksel (Hanafy, N, EI-Kemary, M.,
Leporatti, S. Micelles Structure Development as a Strategy to Improve Smart Cancer Therapy. Cancers,
2018, 10(7), 238; Anselmo, A. C., Mitragotri, S. An overview of clinical and commercial impact of drug
delivery systems. J. Control. Release, 2014, 190, 15-28, Hu, X, Jing, X. Biodegradable amphiphilic poly-
mer-drug conjugate micelles. Expert Opin. Drug Deliv., 2009, 6(10), 1079-1090). Szczeg6lnym przy-
padkiem sg poli(ciecze jonowe), ktére posiadajg wyjgtkowe witasciwosci cieczy jonowych, takie jak sta-
bilno$¢ mechaniczna, przewodnos$¢ jonowa ze wzgledu na wystepowanie pary jonowej (Yuan, J; Anto-
nietti, M. Polypionie liquid)s: Polymers expanding classical property profiles. Polymer 52 (2011)
1469-1482; Yuan, J.;, Mecerreyes, D.; Antonietti, M Poly (ionic liquid)s: An update. Progress in Polymer
Science 38 (2013) 1009-1036; Shaplov, A. S., Pankratov, D. O., Vygodskii, Y. S, Poly(ionic liquid)s:
Synthesis, properties, and application. Polym. Sci. Ser. B, 2016, 58(2), 73-42). W przypadku, gdy poli-
mery zastosowane sg jako nanono$niki w systemach dostarczania lekéw (ang. Drug Delivery Systems),
wykazujg one biokompatybilno$¢ i niskg toksycznos$¢, a w przypadku wielu poli(cieczy jonowych) dodat-
kowo charakteryzujg sie aktywno$cig biologiczng. W przypadku, gdy przeciwjonem jest zwigzek farma-
ceutyczny, wowczas poli(ciecz jonowa) zyskuje miano koniugatu polimer-lek, przy czym w odréznieniu
do wyzej wspomnianych konwencjonalnych koniugatéw lek jest zwigzany jonowo z matrycg polimerowa.
Uwolnienie leku jonowego wymaga wymiany jonowej, np. wymiana anionowego leku przez aniony fos-
foranowe, podczas gdy w koniugatach kowalencyjnych konieczne jest rozerwanie wigzania, zazwyczaj
estrowego w wyniku hydrolizy. Koniugaty oparte na liniowych poli(cieczach jonowych) zostaty opisane
dla soli poliimidazoliowych zawierajgcych aniony naproksenu (Hosseinzadeh, R; Mahkam, M; Galehas-
sadi, M. Synthesis and characterization of ionic liquid functionalized polymers for drug delivery of an
anti-inflammatory drug. Des. Monomers Polym. 2012, 15, 279-388) oraz soli poliguanidyniowych m.in.
z anionami ampicyliny (Gorbunova, M.; Lemkina, L.; Borisova, |. New guanidine-containing polyelec-
trolytes as advanced antibacterial materials. Eur. Polym. J. 2018, 105, 426—433). Istniejg takze donie-
sienia na temat liniowych kopolimeréw na bazie chlorku [2-(metakryloiloksy)etylo]trimetyloamoniowego
(TMAMA), ktére przebadano jako noéniki anionéw farmaceutycznych, tj. salicylan (Bielas, R.; Mielan-
czyk, A.; Siewniak, A.; Neugebauer, D. Trimethylammonium-Based Polymethacrylate lonic Liquids with
Tunable Hydrophilicity and Charge Distribution as Carriers of Salicylate Anions. ACS Sustainable Chem.
Eng. 2016, 4, 4181-4191; Bielas, R.; Bukowiec D.; Neugebauer D. Drug delivery via anion exchange of
salicylate decorating poly(meth)acrylates based on a pharmaceutical ionic liquid. New J. Chem., 2017,
41, 12801), p-aminosalicylan, klawulanian, fusydan, piperacylina (Niesyto, K., Neugebauer, D. Linear
Copolymers Based on Choline lonic Liquid Carrying Anti-Tuberculosis Drugs: Influence of Anion Type
on Physicochemical Properties and Drug Release. Int. J Mol. Sci 2021, 22, 284).

Specyfika amfifilowo$ci wynikajgca z obecnosci segmentoéw/jednostek hydrofilowych i hydrofobo-
wych w jednej makroczasteczce, prowadzi do polimeru wyrdzniajacego sie wrazliwoscig na dziatanie
rozpuszczalnika wywotujgcego okreslone oddziatywania fizyczne (Riess G. Micellization of block co-
polymers Prog. Polym. Sci. 28 (2003) 1107—-1170; Letchford, K., Burt, H. A review of the formation and
classification of amphiphilic block copolymer nanoparticulate structures: micelles, nanospheres, nano-
capsules and polymersomes. Eur. J Pharm. Biopharm., 2007, 65(3), 259-269). W przypadku systemoéw
dostarczania lekéw, pozadanym rozpuszczalnikiem sg roztwory wodne, w ktorych tancuchy polimeru
tworzg superstruktury micelarne. Standardowa micela zawiera rozpuszczalng koroneg i nierozpuszczalny
rdzen, ktory jest wykorzystywany jako globularny nanopojemnik dla zwigzku matoczasteczkowego
umieszczonego za pomocg procesu enkapsulaciji w wyniku okreslonych oddziatywan fizycznych. Wyzej
wspomniane kopolimery liniowe z grupami trimetyloamoniowymi wykazaty wiasciwosci amfifilowe, ktére
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zostaty scharakteryzowane i opisane pod kagtem mozliwosci transportu dwdch rodzajow lekéw, tj. sali-
cylan lub sulfacetamid jako przeciwjon kationu trimetyloamoniowego, oraz erytromycyna, indometacyna
lub kwercetyna jako drugi lek enkapsulowany we wnetrzu miceli (Bielas, R., Siewniak, A., Skonieczna,
M, Adamiec, M, Mielanczyk, t, Neugebauer, D. Choline based polymethacrylate matrix with pharma-
ceutical cations as co-delivery system for antibacterial and anti-inflammatory combined therapy. J. Mol.
Lig., 2019, 285, 114—122). Ponadto, zsyntezowano réwniez kopolimery szczepione, ktére w fancuchach
bocznych zawieraty grupy trimetyloamoniowe umozliwiajgce transport lekéw jonowych (Bielas, R.; Mie-
lanczyk, A.; Skonieczna, M.; Mielariczyk, t, Neugebauer, D. Choline supported poly(ionic liquid) graft
copolymers as novel delivery systems of anionic pharmaceuticals for anti-inflammatory and anticoagu-
lant therapy. Scientific Reports, 2019, 9, 14410; Niesyto K., Neugebauer D. Synthesis and Characteri-
zation of lonic Graft Copolymers: Introduction and In Vitro Release of Antibacterial Drug by Anion
Exchange. Polymers, 2020, 12, 2159-2171).

Dotychczas brak jest doniesien na temat uktadéw na bazie polimeréw szczepionych do jedno-
czesnego efektywnego transportu dwéch lekéw w réznej formie, tj. jonowej i niejonowej, co uzasadnia
podjete badania w zakresie innowacyjnych systemoéw dostarczania lekéw. Podobnie do polimeréw li-
niowych, kopolimery szczepione mogg by¢ efektywnymi no$nikami lekow w uktadach wspétdostarcza-
nia stosowanych z powodzeniem w terapii skojarzonej przeciwko szczepom lekoopornym, a ich dodat-
kowym atutem jest formowanie bardziej stabilnych miceli, co jest korzystniejsze ze wzgledu na wiekszg
kontrole i wydtuzony przebieg uwalniania leku.

Obecnie w leczeniu choréb o podtozu bakteryjnym stosuje sie dostepne na rynku preparaty han-
dlowe na bazie ryfampicyny (Ryfampicyna TZF) oraz fusydanu sodu (Fucidin®). W trakcie leczenia sa-
mym kwasem fusydowym czesto zgtaszano wystepowanie opornoéci bakterii, stagd stosowana jest t3-
czona terapia, ktéra bazuje na lekach zawierajgcych kwas fusydowy (w postaci analogu — fusydanu
sodu) oraz ryfampicyne. Kombinacja tych lekéw ma pozytywny wptyw na szczepy lekooporne (Dranco-
urt, M., Stein, A., Argenson, J. N., Roiron, R., Groulier, P., Raoult, D. Oral treatment of Staphylococcus
spp. infected orthopaedic implants with fusidic acid or ofloxacin in combination with rifampicin. J. Anti-
microb. Chemother., 1997, 39(2), 235-240). Preparat zawierajgcy jednoczesnie ryfampicyne oraz fusy-
dan nie jest dostepny handlowo.

Zagadnieniem technicznym wymagajgcym rozwigzania jest opracowanie sposobu otrzymywania
nowych uktadéw micelarnych koniugatéw jonowych na bazie szczepionych polimetakrylanéw zawiera-
jacych w fancuchach bocznych jednostki trimetyloamoniowej cieczy jonowej z przeciwjonem farmaceu-
tycznym (X°) wspierajgcym aktywnos$¢ przeciwgruzliczg oraz enkapsulowanym lekiem niejonowym (Y)
o dziataniu przeciwgruzliczym.

Cel ten osiggnieto poprzez przeprowadzenie micelizacji biofunkcjonalizowanych kopolimeréow
szczepionych, w ktérych grupy trimetyloamoniowe posiadajg przeciwjony fusydanowe, wraz z enkapsu-
lacjg ryfampicyny (RIF).

Tabela 1. Charakterystyka zastosowanych koniugatéw z fusydanem na bazie kopolimeru szczepionego.

Stopien
polimeryzacji Mn E
Frakcja Stopien Zawartos¢
kopolimeru
Koniugat TMAMA | szczepienia fusydanu
Lancuch | Lancuch (mol. %) (mol. %) szczepionego
mol. mol. 9
glowny boczny ’ ° (g/mol) (mot. %)
1_FUS™ 186 35 39 26 273 100 55
2_FUS™ 292 28 36 46 583 500 36
3_FUS™ 292 65 18 46 1390 500 40 :
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Sposo6b otrzymywania uktadédw micelarnych koniugatéw jonowych na bazie polimeréw szczepio-
nych do wspétdostarczania lekéw przeciwgruzliczych polega na tym, ze koniugat z fusydanem w iloSci
od 0,01 g do 1 g rozpuszcza sie od 100 do 120-krotnym, korzystnie w 100-krotnym nadmiarze rozpusz-
czalnika polarnego, korzystnie metanolu, po czym dodaje sie ryfampicyne w stosunku wagowym 1:1,
nastepnie wkrapla sie wode, korzystnie dejonizowang, dwukrotny nadmiar w stosunku do objetosci uzy-
tego rozpuszczalnika, miesza w czasie 12—48 h, korzystnie w czasie 24 h w temperaturze pokojowej,
odparowuje rozpuszczalnik i liofilizuje.

Korzystnie w sposobie otrzymywania uktadéw micelarnych wedtug wynalazku jako koniugat sto-
suje kopolimer szczepiony o wzorze ogélnym P(MMA-co-(BIEM-graft-P(TMAMA/FUS™-co-MMA))),
w ktérym fancuch gtéwny zawiera kopolimer metakrylanu metylu i metakrylanu 2-(2-bromoizobutyry-
loksy)etylu (w stosunku metakrylanu metylu do metakrylanu 2-(2-bromoizobutyryloksy)etylu odpowied-
nio 25% do 75%, 50% do 50% lub 75% do 25%), a tancuch boczny stanowi kopolimer metakrylanu
metylu i [2-(metakryloiloksy)etylo]trimetyloamoniowej cieczy jonowej z przeciwjonem fusydanowym
(w stosunku [2-(metakryloiloksy)etylo]trimetyloamoniowej cieczy jonowej z przeciwjonem fusydanowym
do metakrylanu metylu odpowiednio 25% do 75%, 50% do 50% lub 75% do 25%).

Korzystnie w sposobie otrzymywania uktadéw micelarnych wedtug wynalazku jako rozpuszczal-
nik polarny stosuje sie wode, alkohole, DMSO.

Uktad micelarnych koniugatéw jonowych na bazie polimeréw szczepionych otrzymanych sposo-
bem wedtug zastrzezen 1-3 do zastosowania w leczeniu choréb o podtozu bakteryjnym, do wspétdo-
starczania lekéw przeciwgruzlicznych oraz wykorzystanie koniugatéw do enkapsulacji rifampicyny
w rozpuszczalnikach polarnych.

Przedmiot wynalazku (Schemat 1) w przyktadzie wykonania przedstawiono na rysunku, na kto-
rym Fig. 1 przedstawia $rednice hydrodynamiczne (Dn) nanoczastek polimerowych wyznaczone metodg
dynamicznego rozpraszania Swiatta (DLS), Fig. 2 przedstawia zywotno$¢é komoérkowa uktadéw micelar-
nych koniugatéw transportujgcych FUS™ i RIF w r6znych stezeniach wobec linii komérkowej BEAS-2B
po 72 h inkubaciji w poréwnaniu z nietraktowanymi kontrolami (100%), a Fig. 3 przedstawia profile uwal-
niania lekow w formie (a) niejonowej RIF oraz (b) jonowej FUS™.

Przykfad 1. Otrzymywanie uktadéw wspétdostarczania fusydanu i ryfampicyny 1_FUS~/RIF.

Koniugat polimeru z anionami fusydanowymi 1_FUS~w iloéci 0,02 g rozpuszczono w 100-krotnym
nadmiarze (w/v) metanolu (2 ml) i dodano ryfampicyne w rownowagowe;j ilosci 0,02 g. Do mieszaniny
wkroplono dwukrotny nadmiar wody w stosunku do rozpuszczalnika (4 ml), i mieszano przez 24 godziny
w temperaturze pokojowej. Kolejno odparowano metanol i zebrano frakcje wodng, po czym liofilizowano
w celu uzyskania statego produktu. Zawarto$¢ enkapsulowanej rifampicyny RIF w uzyskanym uktadzie
1_FUS/RIF obliczono metodg spektroskopii UV-Vis (spektrometr UV-Vis, Evolution 300, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), jako procentowy stosunek masy leku do catkowitej masy polimeru i leku.
Zawarto$é rifampicyny wynosita 66%. Srednice hydrodynamiczne wyznaczone za pomocg dynamicznego
rozpraszania $wiatta (Zelasizer Nano-S90, Malvern Technologies, Malvern, UK) wynosily 5,6—-30,8 nm.

Przykfad 2. Otrzymywanie uktadéw wspétdostarczania fusydanu i ryfampicyny 2_FUS/RIF.

Koniugat polimeru z anionami fusydanowymi 2_FUS~ w ilosci 0,02 g rozpuszczono w 100-krot-
nym nadmiarze (w/v) metanolu (2 ml) i dodano ryfampicyne w réwnowagowej ilosci 0,02 g. Do miesza-
niny wkroplono dwukrotny nadmiar wody w stosunku do rozpuszczalnika (4 ml), i mieszano przez 24
godziny w temperaturze pokojowej. Kolejno odparowano metanol i zebrano frakcje wodng, po czym
liofilizowano w celu uzyskania statego produktu. Zawarto$¢ enkapsulowanej rifampicyny RIF w uzyska-
nym uktadzie 2_FUS/RIF obliczono jak w przyktadzie 1. Zawarto$¢ rifampicyny wynosita 49%. Srednice
hydrodynamiczne (wyznaczone analogicznie jak w przykfadzie 1) wynosity 50,7 nm. Badanie cytotok-
sycznosci przeprowadzono za pomocg testu MTT na linii komoérkowej ludzkiego nabtonka oskrzeli
(BEAS-2B) jako normalnych komérkach. W tym celu zmierzono absorbancje formazanu (produkt reduk-
cji bromku 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl0)-2,5-difenylotetrazoliowego za pomocg czytnika mikroptytek
(Epoch, BioTek, Winooski, VT, USA). Zywotno$¢ komodrek wynosita 81% przy stezeniu ukfadu
3,125 pug/ml, spadata wraz ze wzrostem stezenia do 25% przy stezeniu 100 pg/ml.

Przykfad 3. Otrzymywanie uktadéw wspétdostarczania fusydanu i ryfampicyny 3_FUS/RIF.

Koniugat polimeru z anionami fusydanowymi 1_FUS~ w iloéci 0,02 g rozpuszczono w 100-krot-
nym nadmiarze (w/v) metanolu (2 ml) i dodano ryfampicyne w réwnowagowej ilosci 0,02 g. Do miesza-
niny wkroplono dwukrotny nadmiar wody w stosunku do rozpuszczalnika (4 ml), i mieszano przez 24
godziny w temperaturze pokojowej. Kolejno odparowano metanol i zebrano frakcje wodng, po czym
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liofilizowano w celu uzyskania statego produktu. Zawarto$¢ enkapsulowane;j rifampicyny RIF w uzyska-
nym uktadzie 2_FUS/RIF obliczono jak w przyktadzie 1. Obliczona zawarto$¢ rifampicyny wynosita
53%. Srednice hydrodynamiczne (wyznaczone analogicznie jak w przyktadzie 1) wynosity 65,0 nm. Ba-
danie cytotoksycznosci przeprowadzono zgodnie z przyktadem 2. Zywotno$¢é komarek wynosita 71%
przy stezeniu uktadu 3,125 pg/ml, podobnie jak w przyktadzie 2, spadata wraz ze wzrostem stezenia do
29% przy stezeniu 100 pg/ml.

Przykiad 4. Badania in vitro uwalniania lekéw dla systemu micelarnego na bazie koniugatéw z fu-
sydanem 1_FUS/RIF.

Systemy micelarne na bazie koniugatéw z fusydanem 1_FUS/RIF rozpuszczono w soli fizjolo-
gicznej buforowanej fosforanami (PBS, pH=7,4) w celu utworzenia roztworu o stezeniu 1 mg/ml. Roz-
twor 1 ml ukfadu polimerowego umieszczono w szczelnie zamknietej membranie dializacyjnej (MWCO
= 3,5 kDa), nastepnie przeniesiono do fiolki wypetnionej 45 mL soli fizjologicznej buforowanej fosfora-
nami. Proces uwalniania prowadzono w temperaturze 37°C przy ciggtym mieszaniu. W trakcie badania
pobierano probki o objetosci 0,5 mL w 15-30 minutowych odstepach czasu, po czym mieszano pobrang
prébke z 0,5 ml metanolu i mierzono absorbancje uwolnionych lekéw za pomocg metody UV-Vis. Po
czasie 50 godzin zostato uwolnione 30,8% (4,3 pg/ml) fusydanu i 19,2% (3,3 pg/ml) rifampicyny.

Przykfad 5. Badania in vitro uwalniania lekéw dla systemu micelarnego na bazie koniugatéw z fu-
sydanem 2_FUS/RIF.

Systemy micelarne na bazie koniugatéw z fusydanem 2_FUS/RIF rozpuszczono w soli fizjolo-
gicznej buforowanej fosforanami (PBS, pH=7,4) w celu utworzenia roztworu o stezeniu 1 mg/ml. Roz-
twor 1 ml ukfadu polimerowego umieszczono w szczelnie zamknietej membranie dializacyjnej (MWCO
= 3,5 kDa), nastepnie przeniesiono do fiotki wypetnionej 45 mL soli fizjologicznej buforowanej fosfora-
nami. Proces uwalniania prowadzono w temperaturze 37°C przy ciggtym mieszaniu. W trakcie badania
pobierano probki o objetosci 0,5 mL w 15-30 minutowych odstepach czasu, po czym mieszano pobrang
prébke z 0,5 ml metanolu i mierzono absorbancje uwolnionych lekéw za pomocg metody UV-Vis. Po
czasie 50 godzin zostato uwolnione 52,1% (4,7 pg/ml) fusydanu i 30,6% (3,9 ng/ml) rifampicyny.

Przykiad 6. Badania in vitro uwalniania lekéw dla systemu micelarnego na bazie koniugatéw z fu-
sydanem 1_FUS/RIF.

Systemy micelarne na bazie koniugatéw z fusydanem 3_FUS/RIF rozpuszczono w soli fizjolo-
gicznej buforowanej fosforanami (PBS, pH=7,4) w celu utworzenia roztworu o stezeniu 1 mg/ml. Roz-
twor 1 ml ukfadu polimerowego umieszczono w szczelnie zamknietej membranie dializacyjnej (MWCO
= 3,5 kDa), nastepnie przeniesiono do fiolki wypetnionej 45 mL soli fizjologicznej buforowanej fosfora-
nami. Proces uwalniania prowadzono w temperaturze 37°C przy ciggtym mieszaniu. W trakcie badania
pobierano probki o objetosci 0,5 mL w 15-30 minutowych odstepach czasu, po czym mieszano pobrang
prébke z 0,5ml metanolu i mierzono absorbancje uwolnionych lekéw za pomocg metody UV-Vis. Po
czasie 50 godzin zostato uwolnione 54,8% (5,6 pg/ml) fusydanu i 29,9% (4,0 ng/ml) rifampicyny.

Wszystkie badane ukfady bazujg na dobrze zdefiniowanych jonowych polimerach szczepionych
o okre$lonym sktadzie, ciezarze czasteczkowym, matej dyspersyjnosci (Mw/Mn < 1,2). Polimery te zo-
staly zsyntezowane za pomocg kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej z przeniesieniem atomu.
W strukturze polimeru wyréznia sie tancuch gtéwny, ktérym jest kopolimer metakrylanu metylu i meta-
krylanu 2-(2-bromoizobutyryloksy)etylu, za$ fancuchy boczne sg kopolimerami chlorku [2(metakryloi-
loksy)etylo]Jtrimetyloamoniowego (czyli TMAMA) i metakrylanu metylu.

Zastosowane koniugaty (tabela 1) charakteryzujg sie odpowiednig iloScig szczepionych tancu-
chéw bocznych (26-46 mol. %) i zawartoscig trimetyloamoniowych grup jonowych (18-39 mol. %) oraz
zawartoscig anionu fusydanowego (36-55 mol. %). Amfifilowy charakter koniugatéw umozliwit przepro-
wadzenie enkapsulacji i wprowadzenie 49-66% rifampicyny RIF. Badania uktadéw na zywotnos$¢ ko-
morkowg wobec komoérek BEAS-2B wykazaly, ze cytotoksyczno$¢ wzrasta wraz ze stezeniem uktadu
polimerowego, gdzie przy najwyzszym stezeniu obserwowany jest spadek zywotnosci komoérek do
~35%. Na tej podstawie, uktady stanowigce podstawe wynalazku mozna uznaé za nietoksyczne dla
komérek BEAS-2B przy nizszych stezeniach. Przygotowane uktady po umieszczeniu w roztworze soli
fizjologicznej buforowanej fosforanami, imitujgcego ptyn fizjologiczny, byty zdolne do stopniowego uwal-
niania obydwu rodzajéw lekdw, tj. fusydanu w 31-55% (4—6 pg/mL uwolnionego leku w czasie 48 go-
dzin) i rifampicyny w 19-31% (3-4 pg/mL uwolnionego leku w czasie 50 godzin). Zaréwno ilo$¢ wpro-
wadzonej, jak i uwolnionej pary zwigzkéw farmaceutycznych, tj. fusydanu i ryfampicyny, réznigcych sie
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sposobem oddziatywania z matrycg polimeru (jonowe vs fizyczne), $wiadczg o duzym potencjale apli-
kacyjnym otrzymanych uktadéw wspétdostarczajgcych. W zwigzku z tym sg obiecujgcymi nanosyste-
mami, ktére z powodzeniem mogg by¢ stosowane w farmakoterapii skojarzonej, w szczegélnosci w le-
czeniu chordéb wywotanych szczepami lekoopornymi.

Podwadjnie bioaktywne uktady micelarne koniugatéw jonowych FUS™/RIF przedstawione na sche-
macie 1, posiadajg jonowo zwigzany fusydan oraz enkapsulowang ryfampicyne fizycznie oddziatywu-
jaca z matrycg polimerowg. Uktady te charakteryzujg sie matg $rednicg hydrodynamiczng (Fig. 1) i bra-
kiem cytotoksycznosci przy nizszych stezeniach (Fig. 2) oraz wykazujg zdolno$¢ uwalniania transporto-
wanych lekéw, co potwierdzajg profile kinetyczne (Fig. 3).

Zaletg rozwigzania wedtug wynalazku jest mozliwo$é uwalniania substancji bioaktywnych w roz-
tworach fizjologicznych. Ukfady takie mogg znalez¢ potencijalne zastosowanie w leczeniu choréb o pod-
tozu bakteryjnym, takich jak gruzlica, ktére wymagajg terapii wielolekowej. Swoisto$é przygotowanych
uktadéw podwodjnie aktywnych polega na wykorzystaniu koniugatéw na bazie amfifilowych kopolimeréow
szczepionych zawierajgcych lek anionowy, do ktérych wprowadzony jest lek niejonowy w wyniku en-
kapsulacji.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposo6b otrzymywania uktadéw micelarnych koniugatéw jonowych na bazie polimeréw szcze-
pionych znamienny tym, ze koniugat z fusydanem w ilosci od 0,01 g do 1 g rozpuszcza sie
od 100 do 120-krotnym, korzystnie w 100-krotnym nadmiarze rozpuszczalnika polarnego, ko-
rzystnie metanolu, po czym dodaje sie ryfampicyne w stosunku wagowym 1:1, nastepnie wkra-
pla sie wode, korzystnie dejonizowang, dwukrotny nadmiar w stosunku do objetosci uzytego
rozpuszczalnika, miesza w czasie 12—-48 h, korzystnie w czasie 24 h w temperaturze pokojo-
wej, odparowuje rozpuszczalnik i liofilizuje.

2. Sposbb otrzymywania uktadéw micelarnych wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze jako koniu-
gat stosuje kopolimer szczepiony o wzorze og6lnym P(MMA-co-(B[EM-graft- P(TMAMA/FUS™
-co-MMA))), w ktérym tafcuch gtéwny zawiera kopolimer metakrylanu metylu i metakrylanu
2-(2-bromoizobutyryloksy)etylu (w stosunku metakrylanu metylu do metakrylnu 2-(2-bromoi-
zobutyryloksy)etylu odpowiednio 25% do 75%, 50% do 50% lub 75% do 25%), a taincuch
boczny stanowi kopolimer metakrylanu metylu i [2-(metakryloiloksy)etylo]trimetyloamoniowe;j
cieczy jonowej z przeciwjonem fusydanowym (w stosunku [2-(metakryloiloksy)etylo]trimetylo-
amoniowej cieczy jonowej z przeciwjonem fusydanowym do metakrylanu metylu odpowiednio
25% do 75%, 50% do 50% lub 75% do 25%).

3. Sposéb otrzymywania uktadéw micelarnych wediug zastrz. 1 znamienny tym, ze jako roz-
puszczalnik polarny stosuje sie wode, alkohole, DMSO.

4. Ukfad micelarnych koniugatéw jonowych na bazie polimeréw szczepionych otrzymany sposo-
bem wedtug zastrzezern 1-3 do zastosowania w leczeniu choréb o podtozu bakteryjnym, do
wspotdostarczania lekdw przeciwgruzlicznych oraz wykorzystanie koniugatéw do enkapsulacji
rifampicyny w rozpuszczalnikach polarnych.
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Rysunki

Schemat 1
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